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Abstract：Objective：Applying 1H nuclear magnetic resonance（1H-NMR）spectroscopy-based 
metabonomic approach to investigate the changes of small molecular metabolites in the serum from the rats 
of the model group of Wilson's disease contrasted with those of the control group. Exploring the pathogenesis 
of Wilson's disease from small molecular aspect. Methods：22 male Wistar rats[weight=（180±20）g]were 
divided into two groups randomly，the model group（n=11）and the control group（n=11），with the models 
established with excessive copper method. The serum was tested with 1H-NMR technology. The spectra were 
edited with MestRe-C2.3 and self-programmed software and then principal component analysis（PCA）
was applied to differentiate the two groups. Results：Choline and phosphorylcholine concentrations were 
found to be lower and TAMO+betaine，LDL，VLDL and glucose were significantly lower in the serum of the 
model group. While creatinine and arginine concentrations were found to be higher and lactate，glutamine 
and glycoprotein were significantly higher in the model group. The small molecular metabolites above may 
contribute to the discrimination，and serve as references for further research on WD pathogenesis.
Key  words：Wilson's disease; metabonomics; nuclear magnetic resonance; serum; small molecular 
metabolite
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（1）动 物、试 剂 和 仪 器：健 康 成 年 Wistar 大
鼠，雄性，体重（180±20）g，SPF 级，由安徽医科大
学提供，室温为 25℃环境饲养。重水（deuterium 
oxide/D2O）为美国 CILantro 公司产品；Varian NMR 




摄食饮水，WD 模型组在适应性饲养 1 周后采用铜负
荷法造模 [5]，喂饲含硫酸铜 1g/kg 的饲料和 0.185% 的
硫酸铜水 8 周。造模结束前 1 天，将大鼠置于代谢笼
留取 24h 尿液，摇 后准确量出尿液体积，测定时取
2mL 尿液加 0.1mL H2SO4 混 待测，采用原子吸收分
光光度计测量、火焰法测定尿铜含量以判断造模情
况。
（3）取材及处理：结束造模后，第 2 天清晨 8 时，
将正常对照组大鼠及 WD 造模成功大鼠用戊巴比妥
钠 40mg/kg 腹腔注射进行深度麻醉，从腹主动脉采
血，3000r/min 离心 10min 取血清，置于 -80℃冰箱中
保存备用。
（4）NMR 数据采集：在厦门大学核磁共振实
验室进行检测血清样品时，取 500μL 血清与 250 
μL 磷 酸 盐 缓 冲 液（0.2mol/L Na2HPO4/NaH2PO4，
pH=7.4，D2O，99.9% D）混合，以消除 pH 变化对化学
位移的影响，并加入适量的 DSS（2，2-dimethyl-2- 
silapentane-5-sulfonic acid）作 为 化 学 位 移 零 点 的
定 标。 配 好 后 移 入 5mm 样 品 管，在 Varian NMR 
System 500MHz 谱 仪 上 采 集 样 品 的 一 维 1H NMR
谱。实验采用 5mm HCN 三共振探头，温度 300K，
谱 宽 5kHz，信 号 累 加 256 次，采 用 NOEPR-CPMG
（NOEPR，Nuclear Overhauser Effect spectroscopy with 






健 康 对 照 组 24h 尿 铜 分 别 为：39.80、38.33、
38.81、25.75、29.02、47.05、29.03、37.12、46.11、38.04、
37.78μg/24h。





图 1 两组动物血清的典型 1H NMR 谱图
2.3 谱图预处理
采用 MestRe-C 2.3 软件（http://qobrue.usc.es/
jsgroup/MestRe-C）及自编软件对谱图进行手动调




PCA 得分图，如图 2 所示。
在 PCA 图 2 中，正常组和模型组可以很好的分





WD 组 PCA 负载图，如图 3 所示。
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图 3 正常组与 WD 组大鼠血清 PCA 负载图 





169（表示 lactate）后再做 PCA 分析，以寻找更多的
特征性的代谢物。除去 169 后，PCA 的得分图和负
载图分别如图 4~5。












肌氨酸 + 肌氨酸酐（creatine+ creatinine） 3.04 ↑
精氨酸（arginine） 1.64，1.71 ↑
葡萄糖（glucose） 3.23~3.80 ↓↓
甜菜碱（TMAO+ betaine） 3.25 ↓↓
























































的 NADH 和 ATP 等能源物质，另一方面消耗大量的





肾脏，随尿排出体外。1932 年德国学者 Hans Krebs 







Taylor-Robinson 等 [7] 曾 报 道 以 基 于 NMR 的
代谢组学研究中，与对照组相比，Huntington 病患
者 的 谷 氨 酰 胺 相 对 有 所 增 高。 而 Jenkins 等 [8] 在
对 Huntington 大 鼠 模 型 研 究 中 发 现 谷 氨 酰 胺 有






Mader 等 [10] 在对同样是由于 CAG 三核苷酸重复序列
所导致的神经系统疾病—— Kennedy 病的研究中发










































酸（phosphorylcholine）有 所 降 低，乳 酸（lactate）、
谷 氨 酸 盐（glutamine）、糖 蛋 白（glycoprotein）有
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